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論 文 内 容 要 旨
1957年,利尿薬 クロロサ イアザイ ドの登場 に伴 い,高 血圧症 に薬 物療 法 が適用 されて以 来,
種 々の降圧利尿薬,血 管拡張薬,交 感神経抑制薬,カ ル シウム拮抗薬,ア ンジオテ ンシン変換酵
素(angiotensinconvertingenzyme,以下ACEと 略)阻 害薬 が降 圧薬 と して開 発 され,本 症
の治療 に利用 されて いる。中で もcaptopri1に代表 され るACE阻 害 薬 は経 口投与 可能 で あ り,
有効性 と安全性か ら,今 日カルシウム拮 抗薬 と共 に高血圧 症治療 の第一選 択薬 と して重要視 され
て いる。
ACE阻害薬の開発 は,Ondettiらによ り蛇毒BothropsJararacaから見 出 され た ア ミノ酸9
個 のteprotideの研究 か ら始ま った と言 え る。す なわ ち,強 力な降圧 作用を示す もの の,経 口吸
収 性が少な く,臨 床 におけ る有用性 の認 め られなか った 七eprotideを母化 合物 と して,多 くの関
連化合物を デザイ ン,合 成 した結果,経 口吸収性のあ るcaptoprilが見 いだ された。 しか し,本
薬物 は分子 内にSH基 を有 し,そ れ 自身二量 体 にな り易 いばか りか,生 体 内 のglutathione,
cysteineなどと複 合体 を形成 す るため生物学的半減期 が短 く,1日3回 投 与す る必要 があ る。 こ
の ため新たなACE阻 害薬 の開発 が強 く求 め られ,作 用発現 と化学構造 との関係 に多 くの検 討 が
加 え られた。その結果,1980年Patchettら・によ りenalaprilmaleateが,さらに1988年本 研究
対 象であ るtemocapril・HCIが大泉 らによ り開発 された(Chart1)。
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ChartlChemicalstructuresofACEinhibitors.
Enalaprilmaleate,temocapril・HCIは,いずれ も経 口投与 時におけ る生物 学 的利用 率 を高
め るため,カ ルボキ シル基 の一方 をエチルエステル としたプロ ドラッグで あ り,ACE阻 害活 性
を示す のは,主 として肝臓 のesteraseで加水分解 されて生成す るenalaprilat,temocaprila七で
あ る。ちなみに ウサギ肺臓ACEを 用 いる時,活 性 代謝物 七emocaprilatの5q%阻害濃 度IC印は
3.6±0.3nMであ り,こ れ に対 しプロ ドラッグであ るtemocaprilのそれ は約1000倍大 きい。 こ
のためtemocapri1・.HCIの体 内動態 を把握 し,薬 物速度論的解析,薬 物動 力学 的解 析 を行 うう
えで,temocapri1灘よび活性代謝物temocaprilatの信頼性 の高 い分析法 が必須 となる。 しか し,
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これ らは水溶性 に富 み,し か も生体 内では微量 なため,感 度,特 異性 に優れ る測定 は困難 とされ
る。
そ こで ヒ トにおけ るACE阻 害薬temocapri1・HCIの体 内動態を明 らかにす ることを 目的 とし
て,inhibitorbindingassay(IBA),ガスクロマ トグラ フィー 一マス スペ ク トロ メ トリー 一
(GC-MS),エンザイムイム ノア ッセイ(EIA)を用 いる生体試料 中temocaprilおよび活牲 代謝
物temocaprilatの高感度測定法 の確立 を試 みた。
まず感度,特 異性 に優 れるIBAに着 目 し,非 放 射性 の基 質 と高 速液 体 クロマ トグラ フィー
(HPLC)を組み合わせた活性代謝 物temocaprilatの血中濃度測定法を確 立 した。即 ち,基 質 に
hippury1-histidyl-1eucineを用 い,内 因性ACEを 失活 させた血 漿試料 と,ウ サギ肺 臓ACEを37
℃,30分 イ ンキュベー トした。 これに内部標準物質 と してmethylparabenを添加 し,酢 酸 エチ
ルエステルで液 ・液抽 出後,酵 素反応 によ り遊離す るhippuricacidをUV-HPLCにて分離 定量
し,阻 害率 を求 めた。
横軸 にtemocaprilatの濃度,縦 軸 にクロマ トグラム上hippuricacidとISのピー ク高 さの比
をそれぞれlog,logit変換 でプロ ッ トす る時,temocaprilatの検 量線 は0.78～100ng/皿1の範 囲
で良好 な直線性 を示 した。本法 の精度,再 現性を検討 した ところ,日 内変動,日 間変動 ともに変
動係数(C.V.%)12.3%以下 と良好 であ った。さ らに,健 常成 人 ボ ラ ンテ ィアにtemocapri1・
HCIを経 口投与 し,本 法 によ りヒ ト血漿中temocaprilat濃度 を測定 し,後 述す るGC-MS法 に
よ るそれ と比較 した。その結果相関係数が0.970と良好 であ った。従来,IBAに よ るACE阻 害
薬 の測定で は,放 射性同位体標識阻害薬あ るいは基質が用 い られてお り,こ れ ら標識体 の調製,
取扱 いに制約 を受 ける点が難 とされ る。本法 は非放射性 の基質 を用 い,酵 素反応 によ る生成物 を
HPLCで分離定量す る ものであ り,今 後ACE阻 害薬の測定 に広 く利用 される もの と期待 され る。
IBAは,内 因性 のhippuricacidが存在す る尿試料 には適用で きず,ま たプ ロ ドラ ッグであ る
temocaprilの測定で は,es七eraseでこれを一旦加水分解 す る操作 が必 須 とな る。 そ こで同属 体
の一斉分離 に卓越す るキ ャピラリーGCと,感 度,特 異性 に優 れ る負 イオ ン(Nl)検 出MSと を
組 み合 せ たtemocapri1およ び活 性 代 謝 物tbmocaprilat高感 度 測 定 法 を確 立 した 。 ま ず
chemicalionization(CI)条件下負 イオ ンの生成能 に優 れる誘導体化 法を検討 した。 その結果,
両者 のメチルエステルを無水 トリフルオロ酢酸でN一トリフルオ ロアセチ ル体 に導 く時,い ず れ
も[M-284]一を強 い基準 ピー クと して与え,こ れを用 い るselectedionmonitoring(SIM)に
よ り高 感 度 分 析 の可 能 な ことが 判 明 した。 つ いで ヒ ト血 漿 中,尿 中temocaprilおよ び
temocaprilatの効果的 な前処理法 に検討を加 え,Sep-PakCBカー ト リ ッジに よ る固相 抽 出 と
Sep-PakSihcaカー トリッジによ る精製 を組 み合せ たク リー ン ・アップ操作 を設 定 した6尚,内
部標識物質 にはtemocaprilatの重水素標識体(D5-temocaprilat)を使用 した。本 法 にお いて,
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temocapril,temocaprilatは明確 に分離 され,ク ロマ トグラム上 内因 性爽雑物 に よ る妨害 も認
め られなか った(Fig.1)。また両者 の定量 限界 は,い ずれ も血漿中で0.5ng/m1,尿中で5ng/m1
と十分満足 し得 るものであ った。
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Fig.1SIMchromatogramsoftheextractfromalmlplasmasample,
spikedwith1.56ngoftemocapri1・HCI(302),temocaprilat(m/z288)
and200ngofIS(m/z293).
次 に健 常 人男子6名 にtemocapril・HCIを経 口投与 し,血 漿 中,尿 中temocaprilおよ び
temocaprilat濃度 を本 法によ り経時 的に測定 した ところ,もemocapri1・HC1はヒ トにお いて線
形の体 内動態を示す ことが判明 した。
ひ きっづ き本法を,代 表的なACE阻 害薬 であるenalaprilおよび その活性 代謝 物enalaprilat
の体液 中濃度の測定 に適 用 した。まずNICIMSに おけ る誘導体化 に検討 を加えた ところ,メ チ
ルエステル ーN一 トリフルオ ロアセチル誘導体が それぞれm/z302,288に[M-184]一を基準 ピー
クとす るスペ ク トルを与え ることが明 らか となった。っ いで血漿,尿 試料 の前処理法 を検討 し,
enalapri1,enalaprilatの高 感 度 一 斉 分 析 法 を確 立 した 。 本 法 に お け るenalapri1およ び
enalaprilatの定量限界 は,血 漿 中で0.2ng/m1,尿中 で2ng/m1であ り,精 度,再 現 性 も良好 で
あった。
高血圧症患者5名 に,enalaprilmaleate5㎎を経 口投 与 し,血 漿 中,尿 中enalapri1およ び
enalaprilat濃度 を本法 によ り経時的 に測定 し,temocapril・HCIの体 内動 態 と比 較 した。 そ の
結 果,enalaprilmaleateでは活 性 代 謝 物 へ の変 換 が 遅 く,ま た 活 性代 謝 物 のAUCは,
temocaprilatの方 が約5倍 大 きいことが判明 し,temocapril・HCIがbioavailabilityによ り優
れて いる ことが判 った。
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NICIGC-MSは,感度,特 異性 に優 れる ものの,多 数検体の処理 に は不 向 きで あ る。 そ こで
感度 のみ な らず簡便性 に も優れ る免疫測定法 に着 目し,EIAに よ る活性 代謝 物temocaprilatの
高感度,高 選択的測定法 を確立 した。
まずtemocapriBθrかbu七ylester(6)を出発原料 と し,3工 程 で活性 エ ステルtemocapril
succinimidylester(9)を調製 した。 これを ウシ血清 アル ブ ミン(BSA)と 縮合 させ,ハ プテンー
BSAconjugate(10)とし(Chart2),completeFreund'sadjuvan七に懸濁 し,雄 性家 兎 の背
部皮下 に投与 して約5カ 月後 に抗血 清を得 た。
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Chart2Synthesisoftemocaprilat-BSAconjugate.
同様 に活性 エズテルを西洋 ワサ ビペルオキ シダーゼ と縮合 させ,酵 素標識抗原 を調製 した。基
質 には3,3',5,5'一tetramethylbenzidineを,またB/F分 離 に はヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗血 清 を用 い
た。横軸 にtemocaprilat濃度 を10gで,縦 軸 に結合型酵 素活性 を百分率 で表示 す る時,0,1～10
ng/mlの範 囲で良好 な用量作用 曲線 が得 られ,temocaprilatの検 出限界 は血漿中で10pg/m1,尿
中で20pg/mlと高感度であ った。
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ひ きつ づ き,EIAに よ り抗 血 清 の特 異 性 に検 討 を加 え た と こ ろ,プ ロ ドラ ッグで あ る
temocaprilとは22.3%の交差 反 応 性 を示 したが,他 のACE阻 害 薬 の 識 別 は十分 で あ った
(Table1)。本抗体 の作製 にあた って,temocapri1の持っエチルエス テル部を利用 したハプテンー
BSAconjugateを用いてお り,こ のためプ ロ ドラッグとの交差 反応 性 が増 大 した もの と考 え ら
れ る。 しか し,生 体 内においてtemocapri1はすみやかに水解 され活 性代謝 物 に変換 され るこ と
か ら,実 際に測定 において問題無 い もの と思われ る。
Table1Percentcross-reactionsofanti-temocaprilatantiserumwith
selectedcompounds.
Compounds Cross-reactivity(50%)
Temocaprilat 100.0
丁emocapril 22.3
Enalapril <0.1
Enalaprilat <0.1
Ramipril <0.1
Ramiprilat <0.1
事実,ヒ ト血漿申七emocaprilatを本法により測定し,前述のGC-MSによる測定値 との相関を
求めたところ,相関係数0。983と良好な結果が得られた。
高血圧症の薬物療法において,腎 機能低下患者への適用が問題 となる。そこで先に確立 した
GC-MS法を用い,腎機能低下高血圧症患者における七emocapril,temocaprilatの体液中濃度を
測定 し,腎機能 とtemocapri1・HCIの体内動態との関係 に吟味を加えるとともに,enalapril
maleateのそれと比較 し,薬物速度論的考察を加えた。その結果,腎 機能低下患者におけるtem
ocapril・HCIとenalalprilmaleateの体内動態は大きく異なり,腎機能の低下 とともに後者で
はこれが大 きく変動するのに対 し,前者では大きな変動は見 られなかった。これは蛋白結合率に
起因 し,前者では尿中のみならず糞便中にも排泄されるためであると推測 された。
以上のことから,temocapri1・HC1は中高年齢者などの高血圧症患者に見られる腎機能低下に
伴 う薬物消失速度の遅延とその蓄積があまり見 られず,そ の対策 としての投与量,投 与間隔の調
節などの必要がなく,腎機能低下患者にも使用 しやすい薬物であると考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
近年,各 種アンジオテンシン変換酵素(ACE)阻害薬が開発 され,カ ル シウム拮抗薬 ととも
に高血圧に対する第一選択薬として重要視されている。 しか し,本症の治療ではしばしば腎障害
の進行にともなう投与薬物の蓄積が問題 となる。それゆえ,有効性と安全性を確保 し,医薬とし
て正当に評価するためにはこれ らのヒトにおける体内動態を的確に把握することが強 く望まれる。
高血圧の治療薬として開発中のACE阻害薬temocapril・HC1は,経口投与時における生物学
的利用率を高めるため,分子内の2個 のカルボキシル基の一方をエチルエステルとしたプロドラッ
グであり,ACE阻害活性を示すのは肝臓で水解され生成する遊離のtemocaprilatである。
まず,非 放射性の基質hippuryl-histidyl-leucineを用いるinhibitorybindingassay(IBA)
と,高速液体クロマトグラフィーを組み合わせた活性代謝物temocaprilatの特異的測定法を確
立 し,その血中濃度 の測定を試みるとともに,本法が他のACE阻害薬の測定 にも広 く利用 し得
ることを示した。
次に,カルボキ シル基の誘導体化法 に工夫を加え,キ ャピラリーガスクロマ トグラフィー
(GC)/負イオン検出化学イオン化マススペク トロメ トリー(NICIMS)によるtemocapri1およ
びtemocaprila七の高感度一斉分析法を確立 した。本法によりtemocapril・HC1経口投与時のそ
れ らの血中,尿 中濃度を経時的に測定 した結果,本 薬物が ヒトにおいて線形の体内動態を示すこ
と,また活性代謝物への変換が早 く,bioavailabilityに優れることが判明した。
臨床試験 により,患者における薬物の体内動態をあらか じめ明 らかに してお くことはきわめて
重要であり,このため多数検体を精度良 く測定する手法の確立が必須 となる。そこで,分子内カ
ルボキシル基を介 したハプテンー牛血清アルブミン(BSA)複合体を新たに調製 し,抗体を作製
するとともに,ワ サビペルオキシダーゼ(HRP)標識抗原を用いる感度,特 異性,簡 便性 に優
れる活性代謝物temocaprilatの酵素免疫測定法を確立 した。
ひきっづき,これら測定法を駆使 し,境界域高血圧症患者を対象 として腎機能 と体内動態 との
関連に考察を加えた。その結果,腎機能が低下 して も体内動態に大きな変動が見られず,本薬物
が,腎機能低下患者 にも使用 しやすい薬物であることが判明 した。これは高い蛋白結合に起因す
る糞中排泄の増大によるものと考えられる。
以上,本 論文 は感度特異性に優れる高感度測定法を確立 し,ACE阻害剤 もempcapril・HCIの
ヒトにおける体内動態を明らかにするとともに,本薬物 には腎機能低下に伴 う消失速度の遅延と
蓄積が見られず,こ れが蛋白結合に起因する排泄経路で説明されるという新知見を加えたもので
あり,学位論文 として十分価値ある内容と認める。
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